











的单核苷酸多 态 性（ＳＮＰｓ）是 影 响 中 国 人 群 华 法 林 敏 感 性 的 主 要 遗 传 因 素．该 研 究 利 用 多 色 探 针 熔 解 曲 线 分 析
（ＭＭＣＡ）技术，建立可同时检测４个华法林敏感性基因多态性位点的单管ＰＣＲ反应体系，可在２．５ｈ内完成检测，每个
反应能检测低至０．０５ｎｇ的人基因组ＤＮＡ．对２１８份厦门市随机人群的４类ＳＮＰｓ进行筛查及其中４０份样本测序的结
果表明，ＭＭＣＡ体系准确性高，厦门市人群的４类ＳＮＰｓ发 生 频 率 与 此 前 报 道 的 中 国 汉 族 人 群 的 相 近，其 中ｒｓ１０５７９１０
的等位基因Ａ和 Ｃ的 频 率 分 别 为９６．４％和３．６％，ｒｓ９３３２１２７的 等 位 基 因 Ｇ和 Ｃ的 频 率 分 别 为９６．４％和３．６％，














相互转化 而 发 挥 抗 凝 作 用．由 于 疗 效 确 切 且 价 格 低
廉，华 法 林 是 目 前 临 床 上 应 用 最 广 泛 的 口 服 抗 凝 药，
主要 用 于 预 防 和 治 疗 静 脉 血 栓、心 肌 梗 塞、缺 血 性 休
克、肺 栓 塞 等 多 种 血 栓 性 疾 病，以 及 用 于 心 脏 人 工 瓣
膜置 换 术、人 工 血 管 移 植 术 等．华 法 林 的 治 疗 窗 口 较











即ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 和ＣＹＰ４Ｆ２．ＣＹＰ２Ｃ９ 基 因 编
码华法林在体内代谢的关键酶，该酶可将华法林代谢
为无活性成分．人ＣＹＰ２Ｃ９基因的遗传多态性，如中国




林敏 感，需 要 减 少 给 药 剂 量 以 减 少 不 良 反 应 的 发 生．
ＶＫＯＲＣ１基因编码维生素Ｋ环氧化物还原酶复合体
（ＶＫＯＲＣ）的 一 个 亚 基，其 基 因 多 态 性 也 会 导 致
ＶＫＯＲＣ的酶活性改变，从而影响华法林的抗凝效果．




纯合子患 者 需 要 的 华 法 林 剂 量 更 少［６－８］．ＣＹＰ４Ｆ２是
ＣＹＰ超家族成员 之 一，主 要 存 在 于 肝 脏 和 肾 脏，为 维
生素Ｋ 的 单 氧 酶，近 年 来 的 研 究 发 现ＣＹＰ４Ｆ２＊３
（ｃ．１２９７Ｇ＞Ａ，ｒｓ２１０８６２２）多 态 性 能 影 响１％～２％的
华法林个体差异代谢，其中ＡＡ纯合子患者需要提高
华法林剂量方能达到相同的抗凝效果［９－１１］．
目前检测 华 法 林 个 体 化 剂 量 相 关 多 态 性 的 方 法
有多 种，主 要 包 括 限 制 性 内 切 酶 片 段 多 态 性 分 析
（ＲＦＬＰ）［１，１２］、基因芯片［１３］、等位基因特异性ＰＣＲ［１４］、
变性 高 效 液 相 色 谱 法（ＤＨＰＬＣ）［１５］、ＬＮＡ－ｔａｑｍａｎ探
针实时荧光ＰＣＲ［１６］、高分辨熔解曲线分析（ＨＲＭ）［１７］、




多 色 探 针 熔 解 曲 线 分 析 （ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ　ｍｅｌｔｉｎｇ




的检测和基因 分 型［１９］．目 前，该 技 术 已 应 用 于 多 种 遗
传性疾 病 相 关 基 因 突 变 的 检 测［２０－２２］．本 研 究 拟 利 用
ＭＭＣＡ技术在单个ＰＣＲ反应中实现对３个华法林个
体化用药 相 关 基 因（ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 和ＣＹＰ４Ｆ２）





应激国家 重 点 实 验 室 开 放 日 活 动 中，用 唾 液 收 集 器










以４个多 态 性 位 点 的 野 生 型 基 因 组 ＤＮＡ 为 模
板，通 过 直 接 扩 增 法 构 建 野 生 型 序 列，采 用 重 叠 延 伸
法构建突变型序列，再采用ＴＡ克隆法将各序列连接








通过 ＮＣＢＩ数 据 库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）获得ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 和ＣＹＰ４Ｆ２ 的 全 基 因
序列，找 到ｒｓ１０５７９１０、ｒｓ９３３２１２７、ｒｓ９９２３２３１和ｒｓ２１０８６２２
多态性所 在 位 置，针 对 每 个 多 态 性 位 点 采 用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ　５．０、Ｏｌｉｇｏ　６．０、ＴｍＵｔｉｌｉｔｙ　ｖ１．３软件先设计４
条自淬灭探针，再围绕探针分别设计相应的扩增引物





经过优化和 调 整 建 立 ＭＭＣＡ体 系，其 具 体 组 分











个循 环，在 退 火 阶 段 采 集 相 应 检 测 通 道 的 荧 光 信 号．
反应结 束 后，进 行 熔 解 曲 线 分 析，程 序 为：９５℃变 性
１ｍｉｎ，３５℃保温５ｍｉｎ，随后按０．５℃／５ｓ的升温速
率从４０℃递增至８５℃，且在此阶段采集探针所对应


































体系的重复性和再现性进行评价．每 次 实 验均统计各
多态性位点野 生 型 和 突 变 型 的Ｔｍ值，并 计 算 野 生 型
与突变型的Ｔｍ差值（ΔＴｍ）．
为考察 ＭＭＣＡ体 系 的 检 测 灵 敏 度，用 建 立 好 的
ＭＭＣＡ体系检测１０倍梯度稀释的已知基因型的人基
因 组 ＤＮＡ 模 板 （ｒｓ９９２３２３１：ＡＡ；ｒｓ２１０８６２２：ＧＧ；










基因 分 型，每 次 实 验 均 以 一 份 由 各 多 态 性 位 点
（ｒｓ９９２３２３１：ＡＡ；ｒｓ２１０８６２２：ＧＧ；ｒｓ１０５７９１０：ＡＡ；
ｒｓ９３３２１２７：ＧＧ）相 应 的 质 粒 等 比 例 混 合 得 到 的 质 粒
标准品为阳性对照，以无菌水替代ＤＮＡ模板为阴性
对照（ＮＴＣ）．检 测 完 成 后 由 Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＣＦＸ　Ｍａｎａｇｅｒ
３．０软 件 自 动 获 取 各 通 道 信 号，判 读 样 本 各 位 点 基 因
型，并 对 结 果 进 行 统 计 分 析．同 时 根 据 基 因 分 型 结 果






验判 断 所 检 测 的ｒｓ１０５７９１０、ｒｓ９３３２１２７、ｒｓ９９２３２３１和
ｒｓ２１０８６２２多态性位点的等位基因频率和基因型频率










不同检测 通 道ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＣＹ５、ＲＯＸ．ＭＭＣＡ体 系
检测流程包括３个步骤（图１（ａ））：首先将各位点的引
物和探针均加入ＰＣＲ反应管，进行不对称ＰＣＲ扩增；
ＰＣＲ扩增后产生 大 量 可 与 相 应 荧 光 探 针 互 补 的 单 链
产物，随 后 进 行 低 温 到 高 温 的 熔 解 曲 线 分 析，采 集 各
通道在整个熔解曲线分析过程的荧光强度（Ｆ）；最后，
利用实时荧光定量ＰＣＲ仪配套的软件进行结果分析，





利用不同基 因 型 的 质 粒ＤＮＡ标 准 品，建 立 了４
个基因多态性位点的标准熔解曲线．如图１（ｂ）所示：
当模板为 野 生 型 时（黑 色 实 线），各 基 因 多 态 性 位 点
均只有野生型熔解峰；当模 板 为 杂 合 突 变 型 时（灰 色
虚线），各基因多态性位点 均 有 野 生 型 熔 解 峰 和 突 变
型熔解峰；当模板为纯合突 变 型 时（黑 色 虚 线），各 均
只有突变型熔解 峰．因 此，利 用 熔 解 峰 的 个 数 及Ｔｍ








检测通 道，每 个 通 道 可 能 有２个 不 同 的 熔 解 峰．为 避
免各熔解峰Ｔｍ值 的 波 动 范 围 太 大 而 导 致 结 果 误 判，
对各熔解峰Ｔｍ值 的 重 复 性 和 再 现 性 进 行 考 察．结 果
表明（表２）：各熔解峰Ｔｍ值较 稳 定，其３倍 标 准 偏 差
（３ＳＤｓ）均小于０．９℃，相 邻 的 熔 解 峰 之 间 没 有 交 叠，








多态性位点 等位基因 Ｔｍ±３ＳＤｓ／℃ ΔＴｍ±３ＳＤｓ／℃
ｒｓ２１０８６２２ Ｇ　 ６７．５５±０．５３ 　６．０１±０．５３
Ａ　 ６１．４７±０．５８
ｒｓ９９２３２３１ Ｇ　 ６０．７０±０．８４ －５．０３±０．３８
Ａ　 ６５．７３±０．７５
ｒｓ９３３２１２７ Ｇ　 ５４．０８±０．５４ －３．９８±０．２７
Ｃ　 ５８．０６±０．４８
ｒｓ１０５７９１０ Ａ　 ６０．０５±０．４５ －６．９８±０．２７
Ｃ　 ６７．０３±０．３７
　注：Ｔｍ为平均值；ΔＴｍ＝Ｔｍ（野生型）－Ｔｍ（突变型）．






不同，而 ＭＭＣＡ 体 系 最 终 检 测 的 对 象 是 人 基 因 组
ＤＮＡ模板，所以有必要对所建 立 体 系 适 用 的 人 基 因










实验结果表明，２０管 在 各 通 道 均 有 稳 定 的 熔 解 峰，检













８２和 １２ 例，各 占５６．９％，３７．６％和５．５％；检 测 到
ＶＫＯＲＣ１　ｒｓ９９２３２３１位 点 的 基 因 型 ＧＡ和 ＡＡ分 别 为
３４和１８４例，各占１５．６％和８４．４％，未检测到野生型
纯合子ＧＧ基 因 型；检 测 到ＣＹＰ２Ｃ９　ｒｓ９３３２１２７位 点











多态性位点 基因型 样本数 基因型频率／％ 等位基因 等位基因频率／％
ｒｓ２１０８６２２ ＧＧ　 １２４　 ５６．９ Ｇ　 ７５．７
ＧＡ　 ８２　 ３７．６ Ａ　 ２４．３
ＡＡ　 １２　 ５．５
ｒｓ９９２３２３１ ＧＧ　 ０ ０ Ｇ　 ７．８
ＧＡ　 ３４　 １５．６ Ａ　 ９２．２
ＡＡ　 １８４　 ８４．４
ｒｓ９３３２１２７ ＧＧ　 ２０４　 ９３．６ Ｇ　 ９６．４
ＧＣ　 １２　 ５．５ Ｃ　 ３．６
ＣＣ　 ２　 ０．９
ｒｓ１０５７９１０ ＡＡ　 ２０３　 ９３．１ Ａ　 ９６．３
ＡＣ　 １４　 ６．４ Ｃ　 ３．７
ＣＣ　 １　 ０．５
　　经χ
２ 检 验 分 析，所 选 人 群 的４个 多 态 性 位 点
ｒｓ２１０８６２２、ｒｓ９９２３２３１、ｒｓ９３３２１２７和ｒｓ１０５７９１０的等位基





个基因上中国 人 群 出 现 频 率 高 的４个 单 核 苷 酸 多 态
性（ＳＮＰ）位点 作 为 检 测 对 象，利 用 ＭＭＣＡ技 术 在 单
个四重四色ＰＣＲ反应中成功实现对４个ＳＮＰ位点的







检测要求；而 对 不 同 基 因 型 质 粒ＤＮＡ标 准 品 和２１８
例随机人群基因组ＤＮＡ样本的基因分型结果与部分







Ａ等 位 基 因 携 带 者 需 要 提 高 华 法 林 用 药 剂 量；
ＶＫＯＲＣ１　ｃ．－１６３９Ｇ＞Ａ（ｒｓ９９２３２３１）的等位基因Ｇ和
Ａ的 频 率 分 别 为９２．２％和７．８％，其 中Ａ等 位 基 因











素．在 用 药 前 进 行 这 些 基 因 多 态 性 检 测，并 结 合 患 者
的身 高、体 质 量 等 临 床 信 息，有 助 于 为 患 者 提 供 合 理
的华 法 林 剂 量，缩 短 调 整 时 间，降 低 严 重 不 良 反 应 的
发生率．
目前国内 外 常 用 的 检 测 华 法 林 个 体 化 用 药 相 关
ＳＮＰ位点的方 法 可 分 为 需 要ＰＣＲ后 处 理 的 方 法（如
ＰＣＲ－ＲＦＬＰ、基 因 芯 片、等 位 基 因 特 异 性 ＰＣＲ、
ＤＨＰＬＣ、焦磷酸测序、Ｓａｎｇｅｒ测序等）和无需ＰＣＲ后
处理 的 基 于 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 的 方 法（如 ＬＮＡ－
ｔａｑｍａｎ探针实时荧光定量ＰＣＲ、ＨＲＭ）两类．其中前
者在ＰＣＲ后需要多步骤操作，容易造成ＰＣＲ产物污


































































［１２］　陈晓 英，彭 齐，何 蕾．ＣＹＰ２Ｃ９、ＶＫＯＲＣ１ 基 因 多 态 性 及
患者临床特征对心 脏 瓣 膜 置 换 术 后 华 法 林 稳 态 剂 量 的
影响［Ｊ］．解放军医药杂志，２０１４，２６（１２）：２４－２７．
［１３］　曹红，王建华，王 捷，等．ＣＹＰ２Ｃ９和ＶＫＯＲＣ１基 因 多 态











［１６］　尹栩芳，蒋 卫 霞，饶 品 彬．ＬＮＡ－ｔａｑｍａｎ探 针 实 时 荧 光
ＰＣＲ快速检测ＣＹＰ４Ｆ２－Ｃ１３４７Ｔ，ＣＹＰ２Ｃ９＊３，ＶＫＯＲＣ１－
Ｃ１１７３Ｔ与ＶＫＯＲＣ１－Ｇ１６３９Ａ基 因 多 态 性 方 法 的 建 立
［Ｊ］．现代检验医学杂志，２０１７，３２（６）：１－５．
［１７］　ＣＨＥＮ　Ｃ　Ｘ，ＬＩ　Ｓ　Ｙ，ＬＵ　Ｘ　Ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｉｇｈ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｍｅｌｔｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｏｆ　ＶＫＯＲＣ１　ａｎｄ　ＣＹＰ２Ｃ９［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ
Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１４，７（５）：２５５８－
２５６４．
［１８］　ＫＩＮＧ　Ｃ　Ｒ，ＰＯＲＣＨＥ－ＳＯＲＢＥＴ　Ｒ　Ｍ，ＧＡＧＥ　Ｂ　Ｆ，ｅｔ　ａｌ．
Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｏｆ　ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ　ｐｌａｔｆｏｒｍｓ　ｆｏｒ　ｒａｐｉｄ　ｇｅｎｏ－
ｔｙｐｉｎｇ　ｏｆ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ　ａｆｆｅｃｔｉｎｇ　ｗａｒｆａｒｉｎ　ｄｏｓｅ［Ｊ］．
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２００８，１２９（６）：
８７６－８８３．
［１９］　ＨＵＡＮＧ　Ｑ　Ｙ，ＬＩＵ　Ｚ　Ｚ，ＬＩＡＯ　Ｙ　Ｑ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ
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